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　　　The　effect　of　low　temperature（4℃）on　potassiurl〕contracture　in　single　twitch　muscle　fibers　of
the　frog　was　studied　and　the　following　results　were　obtained．
　　1．The　activation　curve　of　potassium　contracture　was　shifted　toward　the　left　at　lower　concen－
trations　of　potassium，　and　was　shifted　downward　at　higher　concentrations　of　potassium　by　Iowering
the　temperature　from　24　to　4℃．
　　2．The　time　course（plateau　and　spontaneous　relaxation　phases）of　potassium　contracture　was
markedly　prolonged　at　low　temperature．
　　3．The　plateau　tension　of　caffeine　contracture　was　inhibited　by　about　30％at　low　temperature．
　　　From　these　results，　the　mechanism　of　the　effect　of　low　temperature　on　the　contracture　induced
with　potassium　in　lower　and　higher　concentrations　was　discussed．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　March　24，1981　and　accepted　April　27，1981）
1　緒 論
　従来，カエル骨格筋におけるカリウム拘縮（K拘縮）
の活性化過程（activation　process）に関する研究は主
として室温下で行なわれてきた．しかし，北・太田1）に
よれば，190mM　K＋による拘縮のpeak　tensionは，0℃
下に増大し，一方その収縮および弛緩速度は減少する
という．これに対しCaputo2）によれば，190　mM　K＋拘
縮のpeak　tensionは低温下にわずかではあるが室温の
それより抑制されるという．またK拘縮の活性化曲線
（activation　curve）については，低温により右に移動
するとする者9および，左に移動するとする者2）があり，
成績は必ずしも一定していない．
　以上より，本論文では，K拘縮のactivation　process
に対する温度の影響を精査するために，低濃度ならび
に高濃度K＋による拘縮への低温効果につき検討した成
績について報告する．
2実験材料ならびに方法
2・1材　　　料
　ニホンアカガエル（R侃αメ砂。耽のの半腱様筋（M．
semitendinosus）を両端の腱を付着させたまま摘出し，
これより単一筋線維（sirlgle　twitch　muscle丘ber）を
分離して使用した．すなわち，双眼顕微鏡下に，正常
Ringer液を満たしたシャーレ中に筋束を置き，カミソ
リの刃および時計用ピンセットを用いて筋束からsingle
飾erを分離し，それを30分あるいはそれ以上Ringer
液に平衡させ無傷であることを確認してから実験に用
いた．
2・2　機械的応答の測定
　機械的応答の測定に際しては，single飴erを容量0，7
m1のアクリル製容器内に横たえ，一方の腱を固定され
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たフックに，他方をstrain　gauge（日本光電工業社製，
SB－1T－H）のフックに，それぞれアロンアルファA（東
亜合成化学社製）で接着し，これに静止長の1．2倍の
伸展を与えた．その機械的応答は，インク書きオッシ
ログラフ（日本光電工業社製，WI－260）により記録さ
れた．
　電気刺激は，電子管刺激装置（日本光電工業社製，
MSE－40）を用い，強さ超極大，持続時間1．Omsecの
矩型波単一刺激をアイソレーター（日本光電工業社製，
MES－JM）を介して筋線維のtibial側の一端に与えた．
刺激電極としては直径0．5mmの白金線（wire
electrode）を用いた．電極間距離は4mmとした．
2・3　液温の調節
　クールニクス（フォーマ社，2006；シャープ社，TE
－12）2台を用い，一定温度（低温の場合ぱ1℃および
室温の場合は24℃）に調節した不凍液を交互に環流す
ることにより，液槽内液を外側から必要温度（4℃およ
び24℃）に平衡させた．Test　solutionは，低温の場合
には，室内の温度を考慮し，液槽内に流入させた時に
4℃となる様にそれより2－3℃低い温度の溶液を用い，
室温の場合には，24℃の溶液を用いた．温度の決定に
際しては，サーモメーター（ユニークメディカル社製，
TME－200）を用い，丘ber近傍の温度を必要温度（4℃
および24℃）になる様に注意をはらった．
2・4　K拘縮のa¢tivation　curveの測定
　Activation　curveは，各種K＋濃度のK＋一Ringer液
を飾erに作用させた時発生するK拘縮のpeak
tensionを，それぞれのK＋濃度に対してプロットして
得られた．
　以上の実験は，twitch　responseを抑えるためにすべ
てcholine－Ringer液中で行った．またK拘縮を1回終
えるたびに，且berを正常Ringer液で20－30分間洗回し，
twitchが十分に回復することをもって丘berのintact－
nessをチェックした．さらに数回の実験の終りには正
常Ringer液で洗源した後，190　mM　K＋一Ringer液によ
る拘縮が正常に起こることを確かめた．
　試験液の交換はHodgkin　and　Horowicz4〕の方法に
準じて行うことにより，容器内の液を0．2秒以内に交
換し得るようにした．
2・5試験液
a）正常Ringer液
　　　1101nM　NaCI，2．5mM　KCI，1．8mM　CaC12
　　および10mM　Tris－HCl　buffer（pH　7．2）を用い
　　て調製した．
b）　Choline－Ringer液
　　正常Ringer液のNaC1全部をcholine　chlo－
　rideと置換して調製した．
c）　K＋一Ringer液
　　Choline－Ringer液中のcholine　chlorideの全
　部あるいは一部をKC1と交換することにより調製
　した．なお190mM　K＋一Ringer液は，95　mM　K2
　SO4，8mM　CaSO、（free　Ca＋＋，約1mM）およ
　び10mM　Tris－H2SO4　bu丘er（pH　7．2）を用いて
　調製した．
d）　Caffeine－Ringer液
　　Choline－Ringer液中に7mM　caffeineを含む
　ように調製した．
3実験成績
3・1K拘縮のactivation　curveに対する低温の効果
　本実験においては，低温による前処理時間を2分と
し，拘縮中もこの温度を維持させた．また低温下で60
分間前処理しても，拘縮のpeak　tensionならびにtime
courseは影響されないことも確かめられた．
　K拘縮のactivation　curveに対する低温の影響を
Fig．1に示す。　Control　curveについては，　mechanical
thresholdならびにhalf－activationを示すK＋濃度は，
それぞれ30および55mMであることが示され，これ
は従来の成績調とほぼ一致する．一方，低温（4℃）下
では，低濃度K＋（30－60mM）側でK拘縮のpotentia一
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Fig．　l　Effect　of　low　temperature　on　the　relation
　　　between　K＋concentration　and　peak　tension．
　　　1．O　on　the　ordinate　is　equivalent　to　the　peak
　　　tension　of　the　contracture　induced　with　I90
　　　mM　K＋at　24。　C．　The　scale　for　the　K＋
　　　concentration　is　logarithmic．　The　tempera－
　　　ture　of　open　circles　is　24。　C　and　丘lIed　circles
　　　is　4。　C．
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tionが認められ，　mechanical　thresholdは左方に移動
し，室温下の約30mMK＋から約20mMK＋に低下し
た．これに対し80mM以上の高濃度K＋（80，110およ
び190mM）側では，それによる拘縮のpeak　tension
がむしろcontrolよりもそれぞれ8，20および20％だ
け抑制された．低温下のこのcurveに関し，　half
－activationを示すK＋濃度は37　mMであった．
3・2　K拘縮のtime　courseならびにpeak　tensionに
　　対する低温の効果
　40mM　K＋による拘縮のtime　courseならびにpeak
tensionに対する低温の作用をFig．2に示す．低温下の
40mM　K＋拘縮の立ち上り相において約2秒のtime
Iagが認められた．またK拘縮のtime　courseは全体
的に著しく延長され，contraction　timeは室温下の約
14秒から，約60秒に増加された．一方peak　tension
は低温により約2倍に増強されることが示された．
　同様の現象は，35および60mMK＋による拘縮につ
いても認められた．
　なお，K拘縮の立ち上り相における上述のtime　lag
は，脱分極のmuscle飾erへのinward　spreadおよび
myo丘brilの収縮速度が低温により著しく抑制されると
いうGonzalez－Serratos2の成績を考慮すれぽ，低温下
にtension発生の発現が遅れることによるとして説明さ
れると思われる．
　Figure　3には，190　mM　K＋による拘縮のtime
courseならびにpeak　tensionに対する低温の作用を示
す．低温により，K拘縮のtime　courseは全体的に延
長された．すなわち，plateau　durationはcontrolにお
ける約1秒から約13秒に増加され，またspontaneous
relaxation　phaseのmaximum　rateはcontrolのそれ
の約1／20に抑制された．さらに，K拘縮のrising　rate
は低温下でほとんど影響されなかった．これらの成績
は，同様の条件（3℃，190mMK＋）下で得られている
Caputo2）のそれと一致する．
3・3Ca重feine拘縮に対する低温の影響
　Caffeine拘縮に対する急速温度変換の効果をFig．4
に示す．7mM　caffeine拘縮のplateau　phaseにおけ
るtensionの大きさは，収縮要素それ自身の活性（収縮
力）を反映するとみなし得る．そこで，このplateau　phase
において，24℃および4℃の間で急激な温度変換を加え
た．この拘縮に対する温度変換の効果は急速に現われ，
約0．2秒以内に完了することが示された．また低温下
のcaffeine拘縮のPlateau　tensionは，室温下のそれの
約25％だけ抑制された．
4考 察
4・1Activation　curveの低濃度K＋側に対する低温
　　の効果
　われわれの成績において，K拘縮のpeak　tensionに
対する低温の作用は，K＋濃度で異なり，高濃度K＋
（80490mM）側では抑制されるのに対し，低濃度K＋
（30－60mM）側ではむしろ増強されることが示された
（Fig．1）．この低濃度K＋側におけるactivation　curve
の低温下での左方移動は，各種K＋濃度（6．3，10，15
および30mM）による脱分極そのものは低温によりほ
とんど影響されないこと2｝から，mechanical　threshold
そのものの変化であるとみなされ得る．この点でわれ
われのこの成績は，低温下でmechanical　thresholdヵミ
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Fig．2　Time　course　of　the　contractures　induced　with　40　mM　K＋at　24　and
　　　4．C．　Fiber　diameter＝90μm．
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Fig．3　Time　course　of　the　contractures　induced　with　190　rnM　K＋at　24　and
　　　4．C．　Fiber　diameter：90μm．
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Fig．4　Effect　of　the　rapid　change　of　temperature　on　caffeine
　　　　contracture．　Concentration　of　caffeine＝7mM．　Fiber
　　　　diameter：85μm．
左方に移動するというCaputo21のそれとほとんど同様
である．しかし低温下でactivation　curveが右方にず
れるというGonzalez－Serratos3）の国華告とは異なる．
　Hil18）によれば，　twitch　tensionの低温による増強は，
低温による短縮速度の減少よりもactive　stateのdecay
（relaxation）rateの減少の方が大きいことで説明され
ている．また，Gonz巨lez－Serratos7）の幸艮告によれぽ，
myofibrilの収縮速度，ならびに筋線維表面から内部へ
のその波及速度は低温下で著しく抑制されるという．
加えて，Takaujiθ’α」．9）は，生化学的に分離抽出され
た筋小胞体分画によるCa＋＋uptakeのrateは低温下で
著しく抑制されることを報告している．さらにCaputo2）
は，低温下でK拘縮のtime　courseが著明に延長する
ことを認め，この延長は，持続的脱分極下で低温によ
りCa＋＋uptake　rateが抑制されるよりもむしろK拘
縮のinactivation　processカミ抑制されることによると
考えている．：本成績においても同様にK拘縮のtime
courseは低温により著明に延長された（Figs．2and　3）．
これらの事実を考慮すると，低温下で低濃度K＋による
拘縮のpeak　tensionが著明に増強された事実（Fig．1）
は，持続的脱分極により，低温下で，筋小胞体
（sarcoplasmic　reticulum）からのCa＋＋releaseのrate
の抑制と，それを上回るCa＋＋uptake　rateの抑制が起
こり，その結果細胞内Ca＋＋濃度が増加し，他方
inactivation　processも著明に抑えられるため，その
Ca＋＋濃度の増加が十分な時間持続することによるとし
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て説明されるかも知れない．
4・2Activation　curveの高濃度K＋側に対する低温
　　の効果
　高濃度K＋（80－190mM）側では低温によりK拘縮の
peak　tensionが約20％抑制されることが示された
（Figs．1and　3）．とくに最大収縮である190　mM　K＋拘
縮においてもこの抑制が認められたことは，低温によ
りtetanus　tensionが約20－25％抑制されるという
Hil181や北・太田1）の事実と一致する．一般に，　tetanus
tensionの抑制はactive　stateのintensityの減少によ
るとされているが，この減少は，excitation－contraction
（E－C）coupling　Processのいずれのstepが障害されて
もその結果として現われると考えられる．しかし前項
でわれわれは，低濃度K＋に関する成績（Figs．1and　2）
ならびに従来の報告2『7－9）にもとづき，低温下でも，脱分
極の程度に依存して十分量のCa＋＋が徐々に遊離される
こと，またsarcoplasmic　reticulumのCa＋＋uptake
rateも低温により著明に抑制される9〕ため，細胞内Ca＋＋
濃度はあるレベルに維持され得ることを示唆した．さ
らにわれわれは，最大収縮の80－90％の発生tensionを
もたらす高濃度（7mM）caffeine拘縮のplateau
tensionも低温により明らかに抑制される（Fig．4）こ
とを認めた．したがって，低温による最大収縮（190mM
K＋拘縮）の抑制は，E－C　coupling　Processにおける
sarcoplasmic　reticulumからのCa＋＋遊離機構よりも，
むしろそのあとのstep（Ca＋＋一mechanical　coupling）
での変化である可能性が考えられる．従来，分離抽出
された収縮要素すなわちactomyosinのATP分解反応
は低温で著しく抑制されることは周知の事実10）であるが，
小坂・太田11）によれば，カエル単一グリセロール処理筋
（縫工筋）のATPによる発生tensior1は，低温により
100mM　KCI下で高々30％抑制されるという．しかも，
この抑制の程度は，われわれの成績における高濃度K＋
側の拘縮の低温による抑制のそれにほぼ等しい．それ
ゆえに，低温下の高濃度K＋による拘縮の抑制は，低温
によるE－Ccoupling　Processの変化とみなすよりも，
収縮要素そのものの反応性の低下に起因すると考えた
方がよいように思われる．また，これと関連して，低
温によるこの抑制が低濃度K＋側の拘縮では認められな
かった（Figs．1and　2）が，このことは，この条件下の
拘縮は最大収縮に達していないため，低温による増強
効果の方が抑制効果を上回って現われた結果であると
して説明されるであろう．
　なお，single丘berを用いて得られたわれわれの以上
の成績と異なり，北・太田1）は，縫工筋のK拘縮（100
mM　K＋）のpeak　tensionが低温により逆に増強され
ることを報告しているが，この増強は，彼らの実験が
全筋を用いてなされたことによると思われる．すなわ
ち，全筋では，表在の丘berと深部のそれとでは表面膜
および横行小管膜へのK＋の到達時間が異なるため，室
温下でも脱分極，拘縮そのinactivation　processお
よび弛緩のtime　courseが全円erにおいて同期し難く，
したがって，藁座において低温下ではたとえ高濃度K＋
を用いても，結果的には上述のsingle丘berにおける低
濃度K＋側と同様の機序により拘縮増強効果が現われた
ものと考えられる．
5　要 約
　カエルのsingle　twitch　muscle　fiberを用いて，　K拘
縮に対する低温（4℃）の効果を検討し以下の成績を得
た．
1．K拘縮のac ivation　curveは，低温下において，
　低濃度K＋側で左方に移動し，高濃度K＋側では下方
　に移動した．
2．K拘縮のtime　courseは，低温により著しく延長
　された．
3．Caffeine拘縮のplateau　tensionは，低温下におい
　て，約30％抑制された．
　以上の成績にもとづき，低濃度ならびに高濃度K＋に
よる拘縮に対する低温効果の機序につぎ考察した．
　稿を終えるにあたり，御指導ならびに御鞭錘いただ
きました札幌医科大学名誉教授永井寅男先生に深く感
謝いたします．
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